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Аннотация. Объектами исследования являлись рекомбинантные штаммы Komagataella phaffii K51, несущие 
интегрированный в их геном гетерологичный ген протеиназы К (PK-w) из Tritirachium album, а также препарат 
рекомбинантной протеиназы К, полученный из этих штаммов. Целью работы было изучение возможности полу-
чения рекомбинантных штаммов K. phaffii K51, обеспечивающих высокий уровень синтеза функционально ак-
тивной протеиназы К из T. album, и анализ ферментативной активности полученного рекомбинантного энзима. 
В работе использованы методы компьютерного анализа первичной структуры гена протеиназы К, молекулярно-
биологические методы (ПЦР, электрофорез ДНК в агарозных гелях, электрофорез белков в SDS-ПААГ в денатури-
рующих условиях, спектрофотометрия, методы количественного определения активности протеаз), генно-ин-
женерные методы (методы клонирования и селекции генов в бактериальных клетках Escherichia coli str. TOP10 и в 
метилотрофных дрожжах K. phaffii str. K51). Спроектирован ген природной протеиназы К (PK-w), оптимизирован-
ный для экспрессии в дрожжах K. phaffii K51. Осуществлены синтез и клонирование синтезированного гена про-
теиназы К в составе вектора pPICZα-A в клетках E. coli str. TOP10. Ген протеиназы К встроен в векторную плазмиду 
pPICZα-A таким образом, чтобы на последующем этапе переклонирования в клетках дрожжей обеспечить его 
эффективную экспрессию под контролем промотора и терминатора гена AOX1, а продукт экспрессии клониро- 
ванного гена содержал сигнальный пептид альфа-фактора Saccharomyces cerevisiae для обеспечения секреции 
белка в культуральную жидкость. Проведено переклонирование рекомбинантной плазмиды (pPICZα-A/PK-w) в 
клетках дрожжей K. phaffii str. K51. Получен рекомбинантный штамм K. phaffii K51, несущий синтетический ген 
протеиназы К и обеспечивающий его экспрессию в дрожжах и секрецию в культуральную среду. Приблизитель-
ный выход рекомбинантной протеиназы К после четырех суток культивирования дрожжевых рекомбинантных 
клонов составил 25 мкг/мл. Полученный препарат рекомбинантной протеазы обладает высокой удельной про-
теолитической активностью, составляющей ~5000 Ед/мг.
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Abstract. The objects of the study were recombinant clones of Komagataella phaffii K51 carrying the heterologous 
proteinase K (PK-w) gene from Tritirachium album integrated into their genome as well as samples of recombinant 
proteinase K isolated from these clones. The aims of this work were i) to determine whether it is possible to create 
recombinant K. phaffii K51 clones overexpressing functionally active proteinase K from T. album and ii) to analyze the 
enzymatic activity of the resulting recombinant enzyme. The following methods were used: computational analysis of 
primary structure of the proteinase K gene, molecular biological methods (PCR, electrophoresis of DNA in an agarose 
gel, electrophoresis of proteins in an SDS polyacrylamide gel under denaturing conditions, spectrophotometry, and 
quantitative assays of protease activity), and genetic engineering techniques (cloning and selection of genes in bacte-
rial cells Escherichia coli TOP10 and in the methylotrophic yeast K. phaffii K51). The gene encoding natural proteinase K 
(PK) was designed and optimized for expression in K. phaffii K51. The proteinase K gene was synthesized and cloned 
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within the plasmid pPICZα-A vector in E. coli TOP10 cells. The proteinase K gene was inserted into pPICZα-A in such a 
way that – at a subsequent stage of transfection into yeast cells – it was efficiently expressed under the control of the 
promoter and terminator of the AOX1 gene, and the product of the exogenous gene contained the signal peptide of the 
Saccharomyces cerevisiae a-factor to ensure the protein’s secretion into the culture medium. The resultant recombinant 
plasmid (pPICZα-A/PK-w) was transfected into K. phaffii K51 cells. A recombinant K. phaffii K51 clone was obtained that 
carried the synthetic proteinase K gene and ensured its effective expression and secretion into the culture medium. An 
approximate productivity of the yeast recombinant clones for recombinant proteinase K was 25 μg/mL after 4 days of 
cultivation. The resulting recombinant protease has a high specific proteolytic activity: ~5,000 U/mg.
Key words: proteinase K; gene cloning; Komagataella phaffii; gene expression; enzymatic activity.
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Введение 
Более 70 % ферментов, применяемых в различных об
ластях промышленности, – гидролазы (Kudryavtseva 
et al., 2008; Yin et al., 2014), причем на долю протеаз 
приходится свыше 30 % от всего рынка промышленных 
ферментов (Kulkarni et al., 1999; Gupta et al., 2002; Koga 
et al., 2014; Singh et al., 2016). Это объясняется их актив
ным использованием в различных областях промышлен
ности, в частности в производстве моющих средств и 
утилизации отходов, в пищевой, молочной, кожевенной, 
фармацевтической и текстильной промышленности. Воз
росшие потребности в получении протеаз обусловлены 
в последние годы острой необходимостью производства 
новых пищевых продуктов из отходов сельхозпереработки 
растительного сырья и переработки мяса и рыбы, а также 
высококачественных и эффективных моющих средств. 
В последние три десятилетия в различных областях про
мышленности, а также в практическом здравоохранении 
находят широкое применение протеиназы из различных 
источников (бактерии, бациллы, грибы). Наиболее изу
чае мая группа протеолитических ферментов – сериновые 
протеиназы бактерий. Они интенсивно используются в 
фармацевтической промышленности, тканевой инжене
рии, системной энзимотерапии (Gupta et al., 2002; Kud
ryavtseva et al., 2008; Yin et al., 2014). 

Препараты, содержащие в своем составе протеиназы, 
применяются в ряде областей медицины: в хирургии – для 
лечения трофических язв, абсцессов, флегмон, остеомие
лита и других гнойновоспалительных процессов; в сто
матологии – при лечении кариеса, пульпитов, периодон
титов, пародонтоза и его осложнений; в пульмонологии –  
в качестве муколитического препарата для лечения раз
личных форм пневмоний и бронхитов (ингаляционное 
введение). 

О перспективности применения сериновых протеаз в 
медицинских целях свидетельствуют исследования мно
гих авторов (Yariswamy et al., 2013; Muthu et al., 2017; 
Be lov et al., 2018; Абатуров, 2020; Осмоловский и др., 
2020). В частности, одна из главных проблем, с которой 
сталкиваются врачи при лечении кожных ран и ожогов у 
людей с ослабленным иммунитетом, – появление на них 
биопленки, образованной условнопатогенной микро
флорой (золотистым и эпидермальным стафилококком, 
микрококком, псевдомонадой), под которую не могут про
никнуть антибиотики, вследствие чего заживление ран 
замедляется. 

Для деградации различных компонентов экстрацеллю
лярного матрикса биопленок в настоящее время разра
батываются препараты на основе комплекса ферментов: 
протеаз, в том числе протеиназы К, гликозидаз, дезокси
рибонуклеаз (Абатуров, 2020). Одна из перспективных об
ластей применения протеиназ – это создание на их ос нове 
тромболитических препаратов. Таким образом, разработка 
новых эффективных лекарственных препаратов на основе 
ферментов бактериального происхождения – перспектив
ное направление современной медицины, микробиологии 
и биотехнологии.

Наибольшее применение имеют термостабильные про
теазы, поскольку они, вопервых, характеризуются бόль
шей скоростью катализа, вовторых, обеспечивают 
защиту реакционной смеси и продуктов энзиматиче
ского пре вращения от микробного загрязнения за счет 
осуществле ния ими катализируемых реакций при высоких 
температу рах. В качестве рекомбинантных штаммов – 
продуцентов термостабильных протеаз – сконструирова
ны как бактериальные, так и дрожжевые штаммы, причем 
во многих работах показано, что метилотрофные дрожжи 
Komagataella phaffii осуществляют бόльшую продукцию 
рекомбинантных протеаз, чем бактериальные (Kim et al., 
2005; Latiffi et al., 2013; Yu et al., 2014; Ma et al., 2016; Shu 
et al., 2016; Kangwa et al., 2018; Pereira et al., 2020). Кроме 
того, продуцируемые дрожжами протеазы, как правило, 
секретируются в культуральную среду в растворимом 
функционально активном состоянии (Yang et al., 2016). 
Особое внимание вызывают протеиназы, проявляющие 
свою активность в широком диапазоне температур и рН 
среды. 

Несомненный интерес представляет решение задачи 
получения дрожжевого суперпродуцента протеиназы из 
Tritirachium album (протеиназа K), поскольку эта протеи
наза имеет ряд очень важных в практическом отношении 
достоинств: обладает широкой специфичностью, показы
вает наибольшую активность при высоких температурах 
реакции от 37 до 60 °C, активна в широком диапазоне pH 
(4–12) и не ингибируется ионными и неионными детер
гентами. Решению вышеназванной проблемы посвящено 
настоящее исследование. 

Материалы и методы
Материалы. Все химические реагенты аналитической чи
стоты приобретены в SigmaAldrich (США) или в АО «Ре
ахим» (Москва, Россия). Эндонуклеазы рестрикции были 
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получены в фирме «СибЭнзим» (Новосибирск, Россия), 
ДНКлигаза Т4 и ДНКполимераза Phusion – в фирме 
Thermo Fisher Scien tific Inc (США), олигонуклеотиды – в 
ООО «Биосинтез» (Новосибирск, Россия). Дрожжевой 
экстракт, бактопептон и триптон производства фирмы 
Difco использованы для приготовления среды LB для вы
ращивания клеток Esche richia coli. Среды для культивиро
вания дрожжей (YPD, BMGY, BMM2, BMM10) готовили, 
как указано в протоколе производителя EasySelect™ Pichia 
Expression Kit (Invitrogen, США). Среда – Игла (МЕМ) 
(«Биолот», Рос сия), дитиотреитол, йодацетамид (BioRad, 
США), сви ной трипсин (Trypsin Gold, Mass Spectrometry 
Grade, Pro mega, США). Ионообменные смолы DEAESe
pharose FF и SP Sepharose FF приобретены в фирме GE 
Healthcare Bioscience (Швеция). Вода, использованная в 
работе, была деионизирована и автоклавирована.

Штаммы бактерий и дрожжей, плазмидные векто-
ры. Дрожжи K. phaffii K51 из Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов (ВКПМ) № Y4935, 
E. coli str. TOP10 и вектор pPICZαA получены в фирме 
Invitrogen Inc. (США).

Буферные растворы и питательные среды. Растворы 
и буферы готовили с применением деионизированной ав
токлавированной воды. Клоны E. coli, содержащие плазми
ду pPICZαA и ее производные, отбирали на чашках с ага  
ром LB (1 % триптона, 0.5 % дрожжевого экстракта, 0.5 % 
NaCl, 1.8 % агара, 50 мкг/мл зеоцина) с низким содержа
нием соли. Дрожжевые клетки выращивали в среде YPD 
(2 % дрожжевого пептона, 1 % дрожжевого экстракта, 
2 % декстрозы). Трансформанты дрожжей выращивали и 
отбирали на чашках с агаром YPD (2 % агара и различные 
концентрации зеоцина (500 и 2000 мкг/мл)). Культиви
рование отобранных кло нов дрожжей проводили также 
в среде BMGY (1 % дрожжевого экстракта, 2 % пептона, 
100 мМ фосфат калия, pH 6.0, 1.34 YNB, 4 × 10–5 % биотина 
и 2 % глицерина). Для индукции промотора гена AOX1 
использовали культивирование клонов последовательно 
сначала в среде BMM2 (1.34 % YNB, 4 × 10–5 % биотина, 
1 % метанола), а затем в среде BMM10 (1.34 % YNB, 
4 × 10–5 % биотина, 5 % метанола).

Конструирование рекомбинантной плазмиды 
pPICZα-A/PK-w. Нуклеотидная последовательность син
тетического гена, кодирующего природную протеиназу K 
(протеаза K; эндопептидаза K; E.C.3.4.21.64) (далее – 
PK w), из T. album, была сконструирована и оптимизи
рована для экспрессии в дрожжах K. phaffii. Оптимизи
рованный ген протеазы PKw был синтезирован фирмой 
GenScript (США). Ген протеазы PKw был клонирован 
в составе плазмиды pPICZαA по сайтам XhoI и XbaI в 
клетках E. coli.

Полупрепаративная наработка рекомбинантной 
протеиназы К (PK-w). Генетически модифицированный 
штамм дрожжей выращивали в 250 мл среды BMGY с 1 % 
глицерином в литровых колбах на орбитальном шейкере 
при 250 об/мин в течение 48 ч при 28 °С. Далее проводи
ли индукцию биосинтеза белка 1 % метанолом (каждые 
сутки по 25 мл 10 % метанола) в течение четырех суток. 
На четвертые сутки определяли протеолитическую актив
ность в культуральной жидкости. 

Концентрацию белка в растворах выявляли тремя 
методами: а) по поглощению раствора белка при 280 нм 
с учетом величины экстинкции белка; б) по определению 
плотности окрашенной полосы белка в геле; в) по Брэд
форду с помощью набора Quick Start™ Bradford 1×Dye 
Reagent согласно инструкции производителя. 

Определение протеазной активности рекомбинант-
ной протеиназы К по казеину. Протеолитическую актив
ность устанавливали методом Кунитца с использованием 
казеина из коровьего молока (SigmaAldrich) в качестве 
субстрата (Биссвангер, 2010). Для этого 0.4 мл 2 раствора 
казеина в 10 мМ ТрисHCl буфере (рН 8.0), содержащего 
10 мМ CaCl2, нагревали до 55 °С и вносили в него 0.2 мл 
раствора фермента в том же буфере. Смесь инкубировали 
при 55 °С 10 мин, а затем реакцию останавливали до
бавлением 1 мл 1.2 М трихлоруксусной кислоты (ТХУ). 
Раствор сравнения подвергали тем же процедурам, за 
исключением того, что раствор фермента вносили в рас
твор казеина после добавления трихлоруксусной кисло
ты. Образцы центрифугировали 5 мин при 10 000 g при 
5 °С и определяли поглощение супернатанта при длине 
волны 275 нм. Одна единица активности соответствует 
количеству протеазы, приводящей за 1 мин при 55 °С к 
такому же значению поглощения, как 1 мкмоль тирозина 
(по калибровочной кривой). Калибровочную кривую 
строили по тирозину. 

Определение протеазной активности в культураль-
ной жидкости по азоказеину. Культуральную жидкость 
центрифугировали 10 мин, при +4 °С, 10 000 g для осаж
дения клеток. Отбирали супернатант для определения 
протеазной активности.

Реакционную смесь с 0.5 мл 0.2 % раствора азоказеи
на в 50 мМ Трисглициновом буфере (рН 8) и 0.25 мл 
супернатанта нагревали на водяной бане при 55 °С в 
течение 40 мин. Реакцию останавливали добавлением 
1 мл 1.2 М трихлоруксусной кислоты. Раствор сравнения, 
содержащий 0.5 мл 0.2 % раствора азоказеина в 50 мМ 
Трисглициновом буфере (рН 8) без супернатанта, на
гревали на водяной бане при 55 °С в течение 40 мин. 
Реакцию останавливали добавлением 1 мл 1.2 М три
хлор уксусной кислоты. После этого добавляли 0.25 мл 
супернатанта. Продукт реакции гидролиза азоказеина 
определяли спектрофотометрически по поглощению на 
длине волны 440 нм.

Результаты

Проектирование векторной конструкции, 
предназначенной для экспрессии  
гена протеиназы К в дрожжах K. phaffii K51
Для получения дрожжевого продуцента протеиназы К 
(протеаза K, эндопептидаза K; E.C.3.4.21.64) ген про
теиназы Tritirachium album был оптимизирован для экс
прес сии в метилотрофных дрожжах K. phaffii K51. Ами
нокислотная последовательность белкапредшественника 
протеиназы К и схема расположения его доменов пред
ставлены на рис. 1. 

Синтезированный ген кодировал только препептид 
и аминокислотную последовательность зрелого белка. 



Получение рекомбинантного штамма Komagataella phaffii – 
продуцента протеиназы К из Tritirachium album

А.Б. Беклемишев, М.Б. Пыхтина, Я.М. Куликов … 
В.П. Романов, Д.С. Новикова, С.Е. Пельтек

2021
25 • 8

885АКТУАЛЬНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ / MAINSTREAM TECHNOLOGIES

Рис. 1. Схема доменной структуры протеиназы К (а) и аминокислот-
ная последовательность белка-предшественника PK-w (б ).
Голубым цветом выделен сигнальный пептид, желтым – препептид (про-
домен), оранжевым – зрелый белок. 

В ка честве сигнала секреции фермента использован сиг
нальный пептид альфафактора Saccharomyces cerevisiae, 
ко дируемый фрагментом вектора pPICZαA (данные не 
пред ставлены). 

Клонирование рекомбинантной плазмиды  
pPICZα-A/PK-w в клетках E. coli ТOP10
Электрокомпетентные клетки E. coli str. TOP10 транс
формировали рекомбинантными плазмидами pPICZαA/
PKw с применением электропоратора (BioRad). Транс
формированные клетки инокулировали в 1 мл среды LB и 
инкубировали при 37 °C в течение 1 ч в орбитальном шей
кере при 140 об/мин. Суспензии клеток высевали на чашки 
Петри с агаризованной средой LB, содержащей 50 мкг/мл 
зео цина и инкубировали 16 ч при +37 °С. На всех чашках 
выросло по 150–200 колоний. По 10 выросших колоний 
перекалывали на отдельные чашки Петри с агаризованной 
низкосолевой средой LB, содержащей 50 мкг/мл зеоцина, 
и использовали для приготовления термолизатов с целью 
выявления методом ПЦР колоний, несущих рекомбинант
ную плазмиду pPICZαA/PK-w. Полимеразную цепную ре
акцию осуществляли с помощью пары праймеров, специ
фичных для областей вектора pPICZαА, фланкирую
щих встроенный ген: прямой праймер № 324AOX1F, 
5ʹGACTGGTTCCAATTGACAAGC3ʹ, и обратный прай
мер №  325AOX1R, 5ʹGCAAATGGCATTCTGACATCC 3ʹ.  
Анализ размеров ампликонов выполняли электрофорезом 
в 0.8 % агарозном геле, содержащем бромистый этидий. 
ПЦРпозитивные клоны были отобраны для последующей 
наработки рекомбинантных плазмид для последующего 
переклонирования их в клетках дрожжей. 

Результаты анализа клонов E. coli TOP10 методом ПЦР 
колоний на наличие в них рекомбинантной плазмиды 
pPICZαA/PKw со вставкой гена протеиназы К приве
дены на рис. 2.

Ампликоны, полученные на двух рекомбинантных 
плаз мидах, содержащих встроенный ген протеиназы К, 
име ют теоретически ожидаемый размер: ~1626 п. н. (см. 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных амплифика-
цией участка рекомбинантной плазмиды pPICZa-A/PK-w, содержа-
щей ген протеиназы К. 
Стрелкой указан фрагмент ДНК, использованный в дальнейшей работе. 
Дорожки: M – маркер молекулярных масс ДНК SibEnzyme (100–3000 п. н.); 
1 и 2 – ампликоны гена протеиназы К из двух рекомбинантных клонов, со-
держащих плазмиды со вставкой гена PK-w.

MRLSVLLSLLPLALGAPAVEQRSEAAPLIEARGEMVANKYIVKFKEGSALSALD  
AAMEKISGKPDHVYKNVFSGFAATLDENMVRVLRAHPDVEYIEQDAVVTINA  
AQTNAPWGLARISSTSPGTSTYYYDESAGQGSCVYVIDTGIEASHPEFEGRAQM 
VKTYYYSSRDGNGHGTHCAGTVGSRTYGVAKKTQLFGVKVLDDNGSGQYSTI 
IAGMDFVASDKNNRNCPKGVVASLSLGGGYSSSVNSAAARLQSSGVMVAVAA 
GNNNADARNYSPASEPSVCTVGASDRYDRRSSFSNYGSVLDIFGPGTSILSTWIG  
GSTRSISGTSMATPHVAGLAAYLMTLGKTTAASACRYIADTANKGDLSNIPFGT 
VNLLAYNNYQA

а

б

Mature shainPropeptide
Signal
sequence

3 т. п. н.

М 1 2

1.5 т. п. н.

1 т. п. н.

рис. 2). Отобранный клон с рекомбинантной плазмидой 
pPICZαA/PK-w со вставкой гена протеиназы К (PKw), 
использовали для дальнейших работ, связанных с на
работкой плазмиды, ее линеаризации эндонуклеазой ре
стрикции BstX1 и последующего клонирования в клетках 
дрожжей K. phaffii K51.

Клонирование гена протеиназы К в клетках дрожжей 
K. phaffii K-51 и скрининг трансформантов
На первом этапе осуществляли наработку отобранного 
кло на E. coli в 100 мл среды LB с последующим выде ле
нием из клеток плазмидной ДНК pPICZαA/PK-w с по
мощью набора GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit. Анализ 
выделенного препарата плазмиды выполняли посредством 
электрофореза в 0.8 % агарозном геле, окрашенном бро
мистым этидием.

Концентрацию препарата плазмидной ДНК определя
ли с применением флюориметра Qubit (Invitrogen). В ито
ге было получено ~25 мкг очищенной рекомбинантной 
плаз миды pPICZαA/PKw. Приблизительно 5–10 мкг 
выделенной плазмиды pPICZαA/PKw линеаризовали 
перевариванием рестриктазой BstX1 и использовали для 
трансформации клеток K. phaffii str. K51 электропорацией. 
По окончании реакции рестрикции проводили фенолхло
роформную экстракцию ДНК с последующим ее осаж
дением изопропанолом и промывкой 70 % этанолом. 
Осадки ДНК растворяли в 10 мкл бидистиллированной 
Н2О, замораживали и хранили при –20 °С. Полноту реак
ции гидролиза плазмиды контролировали электрофорезом 
продуктов рестрикции в 0.8 % агарозном геле, окрашен
ном бромистым этидием. Судя по результатам электрофо
ретического анализа, основная масса препарата плазмиды 
была гидролизована эндонуклеазой рестрикции BstХI. 
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Для трансформации электрокомпетентных дрожжевых 
клеток брали по 13–15 мкг плазмидной ДНК, растворен
ной в 10 мкл бидистиллированной Н2О. Электропорацию 
осуществляли с помощью электропоратора Gene Pulser 
Xcell Total System Electroporator (Bio-Rad). 

Трансформированные клетки после предварительного 
выращивания на орбитальном шейкере при 200 об/мин 
в течение 2 ч при 27 °С в пробирках, содержащих 1 мл 
среды YPD, высевали на чашки Петри с агаризованной 
сре дой YPD, содержащей 500 и 2000 мкг/мл зеоцина. Чаш
ки убирали в термостат на 30 °С на 3–5 сут. На четвертый 
день после трансформации клеток плазмидой pPICZαA/
PKw на чашках с 500 мкг/мл зеоцина выросло множество 
отдельных колоний, на чашках с 2000 мкг/мл зеоцина – от 
50 до 100 колоний.  

Зеоцинрезистентные трансформанты, выросшие на 
чашках с концентрацией зеоцина 2000 мкг/мл, оценивали 
на способность синтезировать и секретировать целевой 
белок с помощью культивирования отобранных клонов 
в 96глубоколуночных планшетах (Axygen Scientific). На 
скрининг брали 20 колоний, которые вносили в лунки 

96глубоколуночных планшетов. Параллельно эти же ко  
лонии пересевали на отдельные чашки Петри с агаризо
ванной средой с той же концентрацией зеоцина в про
нумерованные участки.

Культивирование отобранных клонов проводили в 
лунках 96глубоколуночных планшетов в 300 мкл среды 
BMGY на орбитальном шейкере при 250 об/мин в течение 
48 ч при +28 °С. Затем в каждую лунку вносили по 250 мкл 
среды BMM2. В следующие три дня в лунки вносили по 
50 мкл среды BMM10. На четвертые сутки культураль
ные жидкости из каждой лунки центрифугировали при 
6000 об/мин 5 мин для осаждения клеток и полученные 
супернатанты анализировали на присутствие целевых 
бел ков с помощью SDS-ПААГ. 

Образцы для электрофореза готовили следующим обра
зом: к супернатантам добавляли 10 ТХУ для концентрации 
белков. Белковые преципитаты промывали ацетоном, ре
суспендировали в в однократном Трисглициновом буфе
ре, вносили 4кратный денатурирующий буфер, кипятили 
и затем разделяли белки в 12.5 % геле. По результатам 
электрофореза отбирали культуральные жидкости клонов, 
продуцирующих максимальные количества белков с мо
лекулярными массами, соответствую щими молекулярной 
массе природной протеиназы К, ~30 кДа, для определе
ния в них содержания рекомбинантной протеиназы К 
и оценки ее ферментативной активности. Результаты 
электрофоретического анализа белков, продуцируемых 
и секретируемых рекомбинантными кло нами дрожжей, 
представлены на рис. 3.

Все позитивные клоны продуцируют мажорный белок с 
молекулярной массой ~29–30 кДа, которая соответствует 
молекулярной массе зрелой протеиназы К ~30 кДа (рис. 4). 
По результатам электрофореза для дальнейших работ был 
отобран клон № 10, продуцирующий наибольшее коли
чество рекомбинантного белка с молекулярной массой 
~29–30 кДа. Выход рекомбинантной протеазы PKw по
сле 4 сут культивирования дрожжевого рекомбинантного 
клона № 10 в планшете составил 25 мкг/мл. 

Для контроля бактериальной контаминации при на
работке препаративных количеств рекомбинантного ис
пользована пропионовая кислота. На рис. 4 показано, 
что применение пропионовой кислоты в концентрации 
0.025 % сопоставимо с использованием ампициллина в 
концентрации 0.2 мг/мл. 

Микроскопический анализ культур не выявил присут
ствия бактерий, однако использование ампициллина и 
пропионовой кислоты несколько увеличивает наработку 
целевого продукта. 

Дрожжевой рекомбинантный клон № 10 был исполь
зован для полупрепаративной наработки ферментного 
препарата.

Определение протеазной активности  
рекомбинантного белка, продуцируемого клоном № 10
Исследованный препарат рекомбинантного белка с моле
кулярной массой ~29–30 кДа обладал высокой удель ной 
протеолитической активностью, составляющей ~5000 
Ед/мг. Этот результат свидетельствует о том, что анали
зируемый рекомбинантный белок является протеиназой 
К (PKw).

Рис. 3. Электрофореграмма белков, продуцируемых исследуемыми 
клонами дрожжей, трансформированных плазмидой pPICZαA/PK-w. 
Дорожки: 1 – маркер молекулярных масс Thermo Scientific (10–200 кДа); 
2–10 – белки, продуцируемые и секретируемые анализируемыми кло-
нами.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PK-w

кДа

100
85
60
50
40

30
25
20

15

10

Рис. 4. Протеолитическая активность культуральной жидкости 
дрожжевого рекомбинантного клона № 10, выращенного в полу-
препаративных условиях в присутствии ампициллина (PK-wild/amp), 
пропионовой кислоты (PK-wild/propionic acid) и без использования 
антибактериальных агентов (PK-wild). Протеолитическую активность 
культуральной жидкости без использования антибактериальных 
агентов (PK-wild) принимали за 100 %.
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Изучена зависимость активности полученной реком
бинантной протеиназы К от величины рН среды и тем
пературы проведения реакции (рис. 5). Оптимум фер
ментативной активности рекомбинантной протеиназы К 
находится в области рН 10–11, хотя фермент активен и при 
рН от 9.5 до 6.5 (см. рис. 5, а). Резкое падение активности 
наблюдается при рН 9.0, а также от 4.0 и ниже. Диапазон 
оптимальных температур для проявления протеазной 
активности рекомбинантного фермента лежит в области 
от 40 до 65 °С (см. рис. 5, б ).

Хроматографическая очистка  
полученной рекомбинантной протеиназы К
Все операции проводили при температуре, не превышаю
щей 5 °С. Культуральную жидкость, наработанную реком
бинантным клоном № 10, отделяли центрифугированием 
в течение 25 мин при 4000 об/мин. Супернатант очищали 
от низкомолекулярных примесей и концентрировали в 
20 раз методом ультрафильтрации с использованием цен
т рифужных концентраторов. 

Очистку фермента от примесных белков осуществляли 
методом ионообменной хроматографии на анионите – 
DEAESepharose 6HF. Элюцию проводили 0.05 М раство
ром хлорида натрия в 50 мМ ТрисHCl буфере (рН 7.2). 
Фракции, где была обнаружена протеолитическая актив
ность, объединяли, концентрировали с использованием 
центрифужных концентраторов и либо лиофильно суши
ли, либо хранили в морозильной камере холодильника в 
50 % глицерине.

Очищенный рекомбинантный белок анализировали 
электрофорезом в 12.5 % SDSПААГ (рис. 6). Рекомби
нантный белок представлен на геле одной мажорной по
лосой с размером в области ~26.5–27.0 кДа (см. рис. 6). 
Какихлибо примесных белков на геле нет. Активность 
очищенного белка составила 49800 Ед/мг по азоказеину 
и 5000 Ед/мг по казеину. Таким образом, получен высо
коочищенный препарат рекомбинантной протеиназы К. 

Заключение
Осуществлены проектирование и оптимизация нуклео
тидной последовательности, кодирующей пробелок при
родной протеиназы К (PKw) из T. album для обеспечения 

ее эффективной экспрессии в клетках дрожжей K. phaffii. 
Синтезированный ген протеиназы К был клонирован в 
составе вектора pPICZαA в клетках E. coli str. TOP10, а за
тем переклонирован в клетках дрожжей K. phaffii str. K51. 

Получен рекомбинантный клон K. phaffii K51, несущий 
ген рекомбинантной протеиназы К и обеспечивающий его 
экспрессию в дрожжах, в культуральную среду. Нарабо
тан образец рекомбинантной протеиназы К. Определена 
протеазная активность препарата рекомбинантной про
теиназы К (PKw) с использованием в качестве субстратов 
казеина и азоказеина. Препарат фермента обладает высо
кой удельной протеолитической активностью, составляю
щей ~5000 Ед/мг. Оптимум ферментативной активности 
рекомбинантной протеиназы К находится в области рН 
10–11 и температуре от 40 до 65 °С.

Рис. 5. Зависимость активности рекомбинантной протеиназы К от рН и температуры.

Рис. 6. Электрофореграмма препарата очищенного рекомбинантно-
го белка, продуцируемого дрожжевым клоном № 10. 
Электрофорез проводили в 12.5 % SDS-ПААГ. Дорожки: М – маркер мо-
лекулярных масс Thermo Scientific (10–200 кДа); 1 – хроматографически 
очищенный рекомбинантный белок.
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Creation of a recombinant Komagataella phaffii strain, 
a producer of proteinase K from Tritirachium album
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